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A s imple  and effective method to produce a more active , 
stabl e  and practical l i pase preparat ion was identified . Soluble  
l ipase from Candida rugosa was modified with different types 
of hydrophobi c chemi cal modifying reagents . 
The es t e r i f i c a t ion a c t i v i t ies  of the mod ified l ipases  
were  enhanced fol lowing the i r  modifi cat i on .  The degree of 
activi ty enhancement depends on the type and molecular weight 
of the modifiers used and the degree of modification of the 
enzyme . A l ower degree of enzyme deriva t i zation was requi red 
for modifi cation with the high molecular wei ght modifiers to  
at t a i n  ma x i ma l a c t i v i t i e s. In t h e  c a s e  of  
monomethoxypolyethylene glycol ( PEG), however , maximal activity 
was attained only after exhaust ive modificat ion . 
xvi i i  
The optimum esterificat ion temperature and preference of 
fatty acids as acyl donors of the modified l ipases were very 
simi lar to those of the native enzyme . Both were more active 
in non-pol a r  solvents  than in pol a r  sol vent s . The mod i f i ed 
lipases showed higher thermostability ,  solvent stabi lity and 
storage s tabi li  ty compared to the nat i ve lipase . The lipase 
modi f i ed with PEG 1900 was the mos t  thermostabl e , and that 
modified with methyl 4-phenylbutyrimidate ( imidoester vI) was 
the most  stable  when incubated in benzene for ten days . The 
bes t  sto rage cond i t i on was at l ow temperature and in the 
lyophi li zed form.  
When porous polymer beads were added to  a solution of  the 
modified lipase at room temperature and stirred gently for 
0 . 5  to 2 hours , the enzyme was strongl y  adsorbed onto them . 
Native l ipase was only weakly adsorbed onto the supports . 
The immobi li zed activity of modified l ipases were higher 
compa re d  w i t h  t h e  n a t i v e  e n z yme . The magn i t ude  o f  t h e  
difference depended o n  the type of  mod i f i e rs , the degree of  
modification of the enzyme and the type of  polymers used for 
immob i 1 i  z a t i on . L i p a s e  that  was  mod i f  i ed wi th the more 
hydrophobic modifiers showed higher immobi lized activity 
compared to those modified with the less hydrophobi c modifiers 
( e xcept for PEG5000 ) .  The highest  immobi l i zed activity was 
exhibited by lipase modified with PEGl900 ( 95% modification ) . 
xix 
Amberlite XAD7 , XAD8 and Polycarboxylic acid beads (ROOOH) were 
good supports for enzyme immobi li zation by the above methods . 
The  o p t i mum e s t e r i f i c a t i o n  t e mpe r a t u r e  o f  l i p a s e  
immobi l i zed i n  thi s manner was not changed . However , i t s  
preference for certain fatty acids a s  acyl donors was altered . 
Medium chain length fatty acids were favoured over longer chain 
fatty acids when the enzymes were immobi lized .  Their  activities 
were increased even in  the presence of  polar sol vents . The 
immobilized lipases also showed higher thermostabi lity ,  solvent 
stabi l ity and s torage stabi l i ty compared with nat ive and 
modified l ipases . 
xx 
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PENGUBAHSUAIAN LIPASE SECARA KIMIA DAN SEKATGERAKANYA KEPADA 
BEBERAPA POLYMER UNTUK KEGUNAAN DALAM SINTESIS ORGANIK . 
Oleh 
Mahi ran Basri 
Apri l  1 993 
Pengerus i Prof. Madya Dr . Kamaruzaman Ampon 
Pakulti  Sains & Pengaj ian Alam Seki tar 
Satu kaedah yang mudah dan berkesan telah dikenalpasti  
un tuk mengha s i l ka n  l i p a s e  yang l eb i h  akt i f , s t ab i l dan 
prakt i ka l . L i pase  dad Candida rugosa yang terlarut te lah  
diubahsuai dengan beberapa bahan pengubahsuai hidrofobik . 
Lipase terubahsuai telah menunjukkan kelebihan aktiviti  
es terifika s i . Darjah pertambahan akt i v i t i  bergantung  kapada 
jenis dam berat molekul bahan pengubahsuai yang digunakan dan 
darjah ubahsuai enz im itu sendi ri . Dar jah yang lebih rendah 
ada lah d iper lukan bagi  mengubahsua i enz im dengan bahan yang 
mempunya1 berat molekul yang tinggi bagi mendapatkan aktiviti  
maksimum. Untuk monomethoxypolyethylena glycol (PEG) , aktiviti  
maks imum di dapati dengan mengubahsuai l ipase habi s-habi san . 
xx i 
Suhu optimum esterifikasi  dan pemil ihan terhadap asid 
1ernak sebagai penderma kumpu1an asi1 untuk l ipase terubahsuai 
ada lah sama dengan l i pase  nat i f . S e l a i n  dari itu , kedua -dua 
jenis l ipase didapati lebih akt i f  di dalam pelarut organik yang 
tidak berkutub berbanding dengan di dalam pelarut organik yang 
lebih berkutub . Lipase  terubahsua i menun jukkan kestabi l an 
te rma , ke s t abi l a n  da l am p e l a rut o rga n i k  dan k e s t a b i l a n  
penyimpanan yang l ebih  t i nggi . Lipase yang diubahsuai 
dengan PEG1900 menunjukkan kestabilan terms yang tertinggi dan 
l ipase yang dimod i f ikas i  dengan me t i l  4-fen i l buti rimidat 
( imidoester VI ) adalah yang pal ing stabi l apabi la dieram dalam 
benzena selama sepuluh hari . Keadaan penyimpanan terbaik adalah 
pada suhu rendah dan keadaan beku-kering . 
Apa b i l a  bu t i r-but i r  p o l i m e r y a n g  b e r l i ang t e 1ah  
dimasukkan ke dalam larutan l ipase terubahsuai pada suhu 
bilik dan digoncang selama 0 . 5-2 jam ,  enzim didapati terjerap 
lebih kuat . Lipase  na t i f  hanya terjerap dengan l emah kapada 
butir-butir pol imer.  
Lipase terubahsuai menunjukkan aktiviti tersekatgerak 
yang lebih tinggi berbanding dengan l ipase nat1£ . Penambahan 
akt i v i t i  bergantung kepada jenis  bahan pengubahsuai ,  darjah 
uba hsua i dan j eni  s pol imer  yang d i gunakan . L i pa s e  yang 
diubahsua i dengan bahan yang l ebih hidro fobik menunjukkan 
aktiviti tersekatgerak yang lebih tinggi berbanding dengan 
xxii  
l i pa s e  d i ub a h s ua i d e nga n b a h a n  y a n g  kurang  h i d ro f o b i k  
( me la i nkan PBG5000 ) .  Lipas e  diubahsuai dengan PBG1 900 ( 95% 
ubahsua i )  memberikan aktiv i t i  ters ekatgerak pal ing t i nggi . 
Amberlite XAD7. XADS dan pol ikarboks ilik asid (RCOOH )  adalah 
polimer yang baik untuk menyekatgerakan enzim dalam kaj ian ini . 
Suhu optimum l ipas e  disekatgerak sepert i  ini didapati 
tidak bertuka r .  Wa lau baga imanapun , pil i han terhadap a s id 
l emak sebagai penderma kumpulan asil didapati bertukar.  Asid 
lemak rantai s ederhana l ebih di sukai berbanding dengan asid  
l emak rantai panjang apabila enzim disekatgerak. Aktivitinya 
juga tinggi di dalam pelarut organik yang l ebih polar. Lipase 
tersekatgerak menunjukkan kestabilan terma ,  kestabilan dalam 
pelarut organik dan kestabilan penyimpanan yang lebih tinggi 
lagi daripada l ipase natif  dan lipase terubahsuai .  
xxii i 
